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内容の要旨及び審査の結果の要旨
肝細胞で特異的に合成されるアルブミンなどの遺伝子を用いて、肝細胞における遺伝子発現調機
構や肝細胞に特異的な核蛋白が見い出されてきた。一方、胆管細胞における細胞特異的遺伝子の発現
調節機序については未だ十分な解析は行われていない。そこで今回、胆管細胞特異的遺伝子の一つと
考えられているヒトサイトケラチン１９遺伝子の５，.上流領域をクローニングし、同領域をルシフェラ
ーゼ遺伝子をもつpGL3-Basicに組み込んでレポータープラスミＦを作成した。そして、胆管細胞に
おける同領域の遺伝子発現調節機序について、サイトケラチン１９遺伝子を発現している胆管癌細胞
株ＫＭＢＣ,サイトケラチン１９を発現していないヒト骨肉腫細胞株Saos-2を用いて、分子生物学的
に検討した。得られた結果は以下の如く要約される６
１）ヒトサイトケラチン１９遺伝子５－上流領域2952ｂｐをクローニングし、その塩基配列を決定した。
2）同領域は胆管癌細胞株ＫＭＢＣにおいて強い転写活性を示し、骨肉腫細胞株Saos-2での発現の約
１０倍の活性を示した。この結果は培養細胞株のサイトケラチン１９ＲＮＡや蛋白の発現レベルに符号・
していた。
3）レポータープラスミドを用いてルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を検討した結果、
-2249bp～-2050ｂｐと-732bp～ErstArG領域に重要な発現調節領域があると考えられた。
4）胆管癌細胞株ＩｉＭＢＣの核抽出蛋白を用いて、近位プロモーターが存在すると思われる-732bp～
firstＡＴＧの領域について、ＤＮＡプットプリンティングを行った所、‐O732bp～firstmGの領域の
6ケ所,すなわちboxｌ(-123～-10lbp)､boxII(-203～l78bp)､boxllI(-264～､236bp)､ｂｏｘｌＶ(-480
～-425bp)、boxＶ(-627～､613bp)、boxⅥ(-714～-682bp)、で蛋白結合領域を認めた。
5）‐374bp～firstＡＴＧの領域にはＳｐｌｓｉｔｅやＣＡＡＴｂｏｘＴＡＴＡｂｏｘが存在し、サイトケラチン１９
遺伝子発現のプロモーターを形成していると考えられた。
6）これら蛋白結合領域を５'一側よりｂｏｘを－ケ所づつ欠失させたinternaldeletionmutantを用い
ルシフェラーゼアッセイを行った検討により、複数の蛋白結合領域の相互作用により転写が活性化さ
れる可能性が示唆された。
以上、本研究は胆管細胞に特異的なサイトケラチン１９遺伝子の発現調節機序を明らかにしたもの
であり、今後の胆管細胞の生物学的・病理学的研究、ヒト胆道系疾患の解析や遺伝子治療、さらに臨
床肝臓病学に寄与する労作と評価された。
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